Chapitre V

Dynamique d’une proténe dénaturée

Nous présentons dans ce dapitre I'é&ude par diffusion incohérente inélastique des
neutrons de la dynamique de la NCS au cours du procesaus de dénaturation en fonction ¢k la
température. Seule la région quaesi-élastique des gedres (correspondant a un transfert en
énergie inférieur a 1 meV) a é andysée En effet, la statistique de nos mesures n'était pas

suffisante pour exploiter de maniere satisfaisante la partie inélastique des gedres.
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ChapitreV Dynamique d’ une protéine dénaturée

5.1. MATERIEL ET METHODES

5.1.1. Préparation des échantill ons

Pour minimiser le signal du solvant par rappat a ceui de la protéine, les échantill ons
ont été préparés avec une solution tampon ceutérée La purificaion dce la protéine € la
préparation en tampon ceutéré sont déaits au chapitre ll.

Nous avons préparé deux solutions de protéine de wncentrations différentes: 58
mg/ml et 42 mg/ml. La premiére solution a éé utili séepour faire des mesures siccessvement
a20.8, 61.8t 71°C. La deuxieme (moins concentrée par mangue d'édantill on) a éé utili see
pour les mesures a 66.8C. Nous avons utili sé deux solutions diff érentes afin de minimiser les
problémes d'agrégation qu peuvent survenir quand on maintient la solution de protéine

pendant plusieurs heures a une température gpartenant alarégion e transition.

II faut remarquer que la plupart des travaux sur la dynamique des protéines par
diffusion incohérente des neutrons % sont faits sur des poudes hydratées. Notre doix
d’ utili ser une protéine en solution dutét quune protéine en poude hydratée a &é guidé par
plusieurs raisons. La premiere d la plus déterminante est quune protéine en solution est dans
un environrement biologiquement plus pertinent quune protéine en poude hydratée La
deuxieme raison est quil est plus smple de relier les résultats dynamiques aux résultats
structuraux si ceux-ci sont obtenus aur le méme type d'objet. Or les informations dructurales
ont éé obtenues en solution. Finalement, dans une poude de protéine en conformation
dénaturée il est probable que les maacomoléaules ient enchevétrées, ce qui peut avoir des
consequences aur la dynamique. Ce probleme disparait en solution s on travaille a une
concentration inférieure ala concentration denchevétrement cs (dans le cas d'un pdymere

CS:M/NRg?’, ouM est lamass molaire @ N le nombre de monamere)

5.1.2. Diffusion quasi-éastique de neutrons

5.1.2.1. Conditions expérimentales

Les expériences de diffusion guesi-élastique des neutrons ont été faites sur le
spedrometre atemps de vol MIBEMOL (voir I'annexe 1) du réadeur Orphée a CE de

Saday. Lalongueur d’ onde des neutrons incidents est de 6 A, cequi correspondaune éergie
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de 2.27 meV. La largeur de la résolution instrumentale FWHM (Full Width at Half
Maximum) est de 0.096meV. L’ échantill on est placédans une célule plane en Aluminium,
d' épais=ur intérieure 1.6 mm, et orientée a45° par rappat au faisceal incident. En tenant
compte de la murbe de dénaturation en fonction ce la température, oltenue par diffusion des
rayons X, et du temps limité d' expérience qui nows éait attribué, nows avons déddé de
travalller aux températures siivantes: 20.8C, 61.8TC, 66.3T et 71°C. La plus haute
température @rrespond a peu pres au pdnt de demi-transition. Les températures ont été
régléesal' aided un bain thermostaté.

Nous avons mesuré :
e unspedredediffusion du\anadium;
* unspedredela aivevide;
e unspedredelaprotéine en solution a chaque température ;

e unspedre dutampona chaque température.

Laduréed aqquisition ce chaque spedre de la protéine & du tampon a é¢é d’ environ
24 heures.

5.1.2.2. Traitement des donn ées

La grandeur mesurée dans une expérience de temps de vol est le nombre de neutrons
An(t) diffusés pendant le temps T par I' échantill on, détedés dans le cana correspondant au

temps devol t et de largeur At , par un detedeur placé aun angle de diffusion 6 et couvrant un

angle solide AQ :
d20(6,t)
An(t) = ¢, TAQnA——~At 5.1
(O) = TAQNA= - & (5.1)
ou: - ® estleflux deneutronsincidents

- n l'efficadté du datedeur
- A unfadeur qui tient compte de I'absorption de I'échantill on
_d’o(6.t)

q0dt lasedion efficacede diffusion de neutrons en échell e de temps de vol
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La mesure de An(t) donre acceé a la sedion efficace de diffusion en énergie

d?0(9,w)/dQdE, définie ai chapitrell, vialarelation:

d’o(f.w) _1d*c(6,t)Odt
! Ha 5.2
dQdE 7 dQdt me 62

ou (dt/dw) peut étre obtenue apartir de I'expresson qui relie le temps de vol t d'un reutron,
son énergie incidente hw,, I'énergie 7w édhangée aec I'édantillon, et la distance D
séparant I'échantill on du dtedeur :

m D?

= (030 ) (5.3

Grace aune série de détedeurs disposés dans un damaine aigulaire large, il est
posshle de remnstruire numériquement, a partir de dza(e,t)/det, la sedion efficacede
diffusion dza(Q,w)/deE, qu est la grandeur qui nous intéresse puisquelle et diredement

reliée al fadeur de structure dynamique S(Q,w) (voir chapitrel) par :

d’0(Q.w) _

o f
e - Nank S s(Q w) (5.4

ou N est le nombre de diff useurs de sedion efficacede diffusion o.

Le traitement des donrées consiste aobtenir le fadeur de structure dynamique SQ,w)

apartir delamesuredes An(t). Il comprend dff érentes étapes :

Normalisation au "moniteur"

Les gedres ont dabord namalisés au nombre de neutrons vus par |'échantill on
pendant laduréeT de |'expérience, c'est adire alagrandeur ®,T, qu est estiméegrace aun
moniteur situé immédiatement avant I'édantill on. Par conségquent, tous les gedres ot

rappartés au méme nombre de neutrons incidents.
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Corredion dauto-éaantage @ soustraction dusignd dela cdlule \ide

Soit une solution S contenue dans une cdlule C, qu donre un signal de diffusion
Ds:c. Il s agit d' obtenir, a partir de la mesure des2, I' intensitéd, diffusée par la solution
seule. Il faut pour cda soustraire le signal mesuré pou la célule vide D, et par aill eurs tenir
compte de I' absorption ¢k la solution et de la cdlule. On peut démontrer (voir annexe Il) que

pou une célule plane, I' ensemble de ces corredions peut se mettre sous laforme:

D - D
| = —S*C Ysclc (5.5
asc

ou les coefficients ys, as et @ dépendent de la géométrie du systeme, et sont reliés aux
sedions efficaces de diffusion et d' absorption ce I' édchantillon et de la cdlule. lls ont éé

cdculés apartir des ®dions efficaces reportées dans le tableau 1.

Tableau 1
ATOMS Sedion efficacede Sedion efficaced’ absor ption
diffusion (10%‘cm? (10%%cm?)
C 5.551 0.0035
N 11.51 1.9
O 4.232 0.00019
S 1.026 0.53
D 7.64 0.000519
H 82.02 0.3326

Les valeurs ci-desaus ont également été utili sées pour cdculer la transmisson des
édhantill ons, solutions de protéine & solutions tampon. Les transmissons ainsi obtenues étant
comprises entre 0.88 et 0.90, nows avons considéré qu' il n' était pas nécessaire de faire des

corredions de diffusion multiple.
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Normalisation au vanadium :

Pour s affranchir de|' efficadté) des détedeurs, on naomalise par le signa obtenu sur
un échantillon e vanadium. Le vanadium est un dffuseur parfaitement incohérent. Son
fadeur de structure dynamique ne dépend e Q que par le fadeur de Debye Waller. En
utilisant I' équation (5.1), on montre que la quantité obtenue grés normalisation est
diredement propartionrelle ala grandeur qui nousintéresse SQ,w), pusqu elle et égale a:

No
Ny oy

S(Q.w)

ou Ny est le nombre d atomes de vanadim dans le faisceau, et oy leur sedion efficacede

diffusion.

Le spedre du vanadium, a un ceuxiéme réle : il permet de déterminer la fonction ce

résolution en énergie R(w) du spedrometre.

Regroupement

Afin daméliorer la statistique, les edres de diffusion ort é&é sommés sur des
groupes de détedeurs, chaque groupe crrespondant a des détedeurs stués dans la méme
région e I' espace Tous les pedres qui sont dans I’angle mort imposé par la célule, (entre
40° et 48°) ont été rejetés. Les pedres regroupes ont au nanbre de 10. Ce sont sur ces
spedresregroupés quel' analyse détaill éedans les paragraphes uivants est conduite.

Soustraction du tampon

Les étapes déaites ci-desaus ont effeduées sur les pedres de solution ck protéine @
sur les edres de tampon, et permettent d' obtenir les fonctions de diffusion Guion(Q,w) €t
Stampon(Q,0), respedivement. Pour obtenir lafonction de diffusion dela protéine Syroine(Q,w),
qui seule nous intéress, il est alors nécessaire de soustraire le signal du tampon. A chaque

température on eff edue la soustradion suivante :

Sorotéine(Q,0) = Ssolution(Q,0) — (1-V) Stampon(Q,w) (5.6)

Le wefficient v prend en compte le fait que le contenu ce solvant libre dans la cdlule

remplie de solution de protéine est inférieur au contenu ce solvant dans la méme cdlule

-178-



ChapitreV Dynamique d’ une protéine dénaturée

remplie de tampon. Il représente la fradion d eau libre que I' on dat retirer lors de

I' introduction ck la protéine. Nous |I' avons évalué en faisant I' hypothese qu' il est égal a la
somme du vdume occupé par la protéine & du vdume occupé par la premiére cuche

d hydratation. Ced revient a faire I' approximation que, dans le domaine de temps de la
picoseande, les moléaules d' eau situées au dela de la premiere wuche d hydratation se
comportent comme des moléaules d' eau libre. Pour cdculer le mefficient v, nows avons utili se

la valeur du vdume spédfique 0.736 cm®/g déduite des volumes des addes aminés tabulés

par Jaaot (Jaaot 1976. Les vaeurs obtenues pour 1-v sont alors de 0.93et de 0.957, poules

échantillons de mncentrations 58 mg/ml et 42.8mg/ml, respedivement.

Il faut finalement remarquer que, pendant la dialyse de la protéine dans le tampon
deutéré, certains hydrogenes échangeables qui se trouvent a I’intérieur de la protéine ne sont
pas échangés. Au cours de la dénaturation, ces hydrogenes peuvent se trouver en contad avec
le solvant deutéré @ ains étre étangés. lls = trouvent aors libres dans le solvant et vont
appater au signa de diffusion ure cntribution suppgémentaire qui n' appartientplus a la
protéine, et qu il faudrait en toute rigueur soustraire. Toutefois, nows avons cdculé que cdte
contribution est inférieure a0.7 % du signal dutampon.|l est dorc |égitime de la négliger.

Nous présentons aur la fig (5.1) un exemple de spedre Squion(Q,w) obtenu sur la
solution ce protéine, le spedre Sampon(Q,w) du tampon correspondant et le résultat de la

soustradion suivant I’expresson 5.6.
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Fig 5. 1: Courbes de diffusion cela solution ce protéine & dutamponseul , alatempérature de
20.8Ceta Q= 1.48A. Nous avons également représenté la contribution due uniquement a la
protéine, déduite des deux contributions précéentes lon |’ expresson 5.6.
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Pour le traitement des donrées, nows avons utilisé les programmes disponibles au
LLB, éaits par R.Khan. Le programme "soustr" permet de soustraire la aive vide d de
corriger de I'auto-éaantage. Le programme "groupe' permet de soustraire le signa du
tampon, et de normali ser par le vanadium. Le programme "fitmib" nous a permis de compl éter

I’ analyse des donrées, déaite dans la suite.

5.1.2.3. Fonction d e résolution expérimentale

Théoriquement, la diffusion élastique est déaite par une fonction de Dirac &(w) dans
I’ espace des énergies. En rédité, le pic dastique n' est pas infiniment fin, il est déait par la
fonction ce résolution ce I'appareil, dort laforme & la demi-largeur & mi-hauteur dépendent
de la oonfiguration expérimentale. La fonction e résolution prend la forme d une @urbe
symétrique en w, qu, sur Mibemol, est proche d’'un triangle. Lors d'une epérience on
mesure lafonction de résolution en faisant I' aqquisition d un spedre dastique de I’ échantill on
compléetement gelé, ou pus couramment du vanadium. La demi-largeur a mi-hauteur de la
résolution dépend essentiellement de lalongueur d' onde. Dans la @nfiguration instrumentale

que nous avons utili sée ¢l e est de 48 peV (longueur d’onde 6 A).

Le coix de la résolution uiliseée et strictement lié al' éergie (ou au temps)
caadéristique des mouvements qu on envisage d’ analyser. Prenors par exemple le ca de
mouvements diffusifs donrant lieu a une diffusion quesi-élastique qui peut étre déaite par
une Lorentzienne de demi-largeur a mi-hauteur I'(Q). Si I'(Q) est trés faible devant la demi-
largeur a mi-hauteur de la fonction de résolution, elle n’est pas résolue. Dans ce ¢&, le signal
guasi-éastique et "noy€" dans le signal élastique. Inversement, ure lorentzienne trop large se
confond avecle bruit de fond et n’est donc pas analysable. On peut traduire cec en terme de
temps, pusgue I'(Q) est égale al’inverse du temps caradéristique T des mouvements déaits
par la lorentzienne : les mouvements beaucoup gus lents que la résolution donrent un signal
qui contribuent au pic dastique, et les mouvements trop rapides produsent un signa se
perdant dans le bruit de fond. Nous reviendrons dans la discusson sur la valeur du rappat

entre le plus grand T accessble d larésolution expérimentale.

- 180-



ChapitreV Dynamique d’ une protéine dénaturée

5.2. ANALYSE DES SPECTRESDE DIFFUSION QUASI-ELASTIQUE.

5.2.1. Facteur de structure dynamique incohérent dansle asd’une seule

especeglobulaire

5.2.1.1. Diffusion qu asi-élastique

Pour simplifier |' interprétation des donrées, il est indispensable de séparer les
diff érents types de mouvements suivant les échell es de temps aur lesquelsils s produsent, et
par conséquent de faire I' hypotheése que ces mouvements ne sont pas coupés. Entre d' autres
termes, nows UPpPaONs que les mouvements de type vibrationrel, qu apparaisent dans
I' édhelle de la dizaine de femtosecondes, sont démup és des muvements de type diffusif, qui
ont des temps caradéristiques de I' ordre de la picoseconcde. Ced revient a mnsidérer que le
fadeur de structure dynamique incohérent, S..(Q,w), est le produt de wnvdution des

fadeurs de structure rrespondant aux deux types de mouvements, vibrationrel et diffusif :
Sinc(Q.w) = Sipjnc(Q,@) O Syt jnc(Q,w) (5.7

Dans la région quesi-élastique, qu est cdle des mouvements de type diffusif, et qui,
pou les échantill ons qui nous intéresent, corresponda des transferts d' énergiqﬂE| —hw <1
meV, I' influencede la cnvdution avecles excitations de vibration se résume essentiell ement
a un fadeur Debye-Waller DW :ex;{—<u2>Q2/3), et & un hruit de fond suppémentaire
indépendant de I' énergie, qu est di aux mouvements vibrationrels de base éergie (Bég
1988. Dans ces condtions, le facteur de structure dynamique incohérent dars la région

guasi-élastique, que nows cherchorsici a analyser, peut se mettre sous laforme:

Syeinc( Q@) = exp (u2)Q2 /3JSy ;o) +BQ)] 659

Sitr inc(Q,w) provient des suls mouvements de type diffusifs et <u2> représente I' amplitude

guadratique moyenne de vibration.

5.2.1.2. Mouvements d'ensemble de la protéine

Dans une poude de protéine hydratée les maaomoléaules nt confinées, ce qui
implique que la diffusion quesi-élastique de neutrons a son aigine uniguement dans les

mouvements internes de la proténe. Il n' en est pas de méme dans une solution, oules
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protéines peuvent diffuser librement. Ce mouvement de diffusion krownienne influence le
spedre de neutrons dans la région guesi-élastique en produsant un élargissement. Il est alors
nécessaire, pou obtenir la dynamique interne de la protéine, de déanvduer le signal mesuré
Suitrinc(Q,) de la fonction de diffusion Sesinc(Q,w) corresponcant aux mouvements
d ensemble de la protéine. Ce démugdage est raisonrable dans la mesure ou les mouvements
browniens des protéines (natives) interviennent dans la gamme de temps 0.05-1 s, alors que
sur un spedrometre en temps de vol nous pouvors déteder les mouvements internes qui ont
des temps caadéristiques del' ordre de quel ques picosemnces.

L’ équation ce base qui gouverne les mouvements de diffusion continue est la loi de
Fick:

56}? 1) - b2, ) (5.9

ou G4(r,t) est la probabilit é pour une particuled' étre an al' instant, et Ds est le mefficient de
diffusion.
Avec les condtions aux limites: Gg(r,t) =0( r ) at=0, et G¢(r,t) =0 quand t — o, la

solution ce I’ équation récélente est une gaussenne donréepar :

G(r.t)= exp(— re/ 4Dst) (5.10

-
( 4nDst)3/ 2
Sa doule transforméede Fourier (dans|' espace ¢ le temps) est le fadeur de structure

dynamique incohérent :

Snc(Quw)= L(Q@):l&

TP+ o

Le spedre de neutrons correspondant est une lorentzienne, dort la demi-largeur a mi-

hauteur I"(Q) croit avecQ suivant laloi : I'(Q) = DQ%

La diffusion ce trandation globale des protéines dans la solution est régie par les
équations précélentes. Le wefficient Ds de sdf-diffusion suit la loi d'Einstein,
D, =kgT/6mRy n, qu relie Ds au rayon hydrodynamique Ry de la protéine alatempérature
T dans un solvant de viscosité . Il faut gjouter au mouvement de tranglation cdui de self-
rotation, qu, pou une particule dense de forme sphérique, est caradérisé par le wefficient D,
qui suit la loi de Debye-Stokes-Einstein : D, = kBT/8nR,§|I7 . Il 'a éé démontré (Perez J. et
a.) gque le mouvement de rotation ce la particule en solution re modifie pas le profil

lorentzien de la fonction de diffusion, mais augmente seulement sa largeur a mi-hauteur. La
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fonction de diffusion Sgsinc(Q,w) correspondant aux mouvements d' ensemble de la protéine
est une lorentzienne L1(Q,w) de demi-largeur a mi-hauteur '1(Q) = Dgp Q? avec un
coefficient de diff usion apparent Dy, |égérement supérieur & Ds. Pour une protéine de 14 A de

rayon cegiration, Dayp a @é trouvé sensiblement égal a1.27Ds,

Findement, le fadeur de structure dynamique incohérent correspondant aux

mouvements diff usifs peut se mettre souslaforme:
St jnc(Q,@) = L1(Q,0) U Sipteme( Q) (5.12

0oU Sinerne(Q,w) est la fonction ce diffusion correspondant aux mouvements internes de la
proténe.

5.2.1.3. Mouvements internes de la protéine

Les mouvements diffusifs internes d' une protéine sont caradérisés par un confinement
des diffuseurs dans un certain vdume. En terme de fonction ce diffusion, cda se traduit par la
présence d' un @dc purement éastique AQ)d(w) dans la fonction de diffusion Sierne(Q, W),
traditionrellement appelé EISF (elastic incoherent structure fador). La variation avec Q de
I' intensitéle cepic dépend des dimensions et de la forme du volume de cnfinement. La partie
gquasi-8astique de Siene(Q,w) dépend des temps caractéristiques et des amplitudes de
diffusion dars le olume de mnfinement. Il est évident que I expresson ce cdte pdire quasi-
élastique est tres compliquée étant donre la diversité des mouvements diffusifs des atomes
d' hydrogéne, suivant leur position dans la maaomoléalle. Dans le but d' obtenir une
description prénoménadogique simple des mouvements internes, nows avons choisi de déaire
la contribution quesi-élastique par une seule Lorentzienne Ly(Q,w). Il est clair que ce¢
constitue une gproximation et que L»(Q,w) représente une moyenne des diff érents types de
mouvements diffusifs. Toutefois cette gproximation est suffisante pou suivre les

modifications de dynamique au cours du d&pliement.

Le modele chois pou la fonction de diffusion correspondant aux mouvements
internes est finalement :

Sinterne( Q@) = Ag(Q)0(w) +(1- Ay(Q))L2(Q.w) (5.13
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5.2.1.4. Expression finale du facteur de structure dynamique incohérent

En utili sant les équations (5.8), (5.12 et (5.13), on oltient I' expresson suivante pou
le signal de diffusion quasi-élastique mesuré expérimentalement sur une solution ce protéine :

Syeunc(Q©) = el (1210 13fL4(Q.w) 1[4 ()+ - A Q)L Q)]+ BQ)} T R(w)
(5.14)

ol R(w) représente la fonction de résolution ce I'instrument mesurée sur |I' échantillon dce
vanadium.

Deux remarques S imposent : la premiere et que cdte expresson dait bien le signal
mesuré, a ondtion de négliger le terme de diffusion cohérente, ce qui est une goproximation
|égitime puisque ceterme est faible devant la contribution incohérente. La seande est que le
signal mesuré ne comporte pas de pic dastique, pusque le terme Ao(Q)d(w) est convdué ala
lorentzienne L1(Q,w) déaivant les mouvements d' ensemble. Il est dorc plus raisonrable dans
le ca des protéines en solution ce ne pas parler d' EISF, mais plutot de pseuddl SF Ay(Q),
qui est en fait un EISF dans e référentiel de la protéine.

Expérimentalement, le signal de diffusion quesi-élastique incohérent est gusté a
I' expresson (5.14), pou chague valeur du transfert de moment Q indépendamment. On

obtient ainsi |es quatre paramétres que nows avons introdus ci-desaus, ¢ est-dire:
- le déplacament quadratique moyen de vi bration<u2>,

- lademi-largeur I'1(Q) = Dapr2 de la lorentzienne "étroite" L1(Q,w) qui déait les
mouvements d' ensemble des protéines, et qui permet d' atteindre le wefficient

apparent D4y de self-diffusion,

- la demi-largeur Ty(Q) de la lorentzienne "large" Lo(Q,w) qui déait les
mouvements internes des protéines, et qui donre acce8 au temps de crrélation

moyen de ces mouvements,

- le pseudo-EISF Ay(Q), dort la variation avec Q donre des informations sur la
guantité d' atomes d' hydrogéne qui participent a la diffusion, et sur la nature des

mouvements.

Cet gjustement ne nécesste pas|' introductiom priori d un modele, ni pou le pseudo

EISF Ap(Q), ni pou lalargeur I'x(Q) de lalorentzienne L,(Q,w). Ce sont les variations avecQ
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de ces deux grandeurs qui permettent de dire, a pcsteriori, sl |les mouvements internes suivent
ou non unmodele théorique donré. Nous déaivons dans le paragraphe suivant les diff érents
modéles de diffusion confinée qui sont les plus aptes a représenter la dynamique interne des

protéines, et les expressons de Ao(Q) et de I'x(Q) qui sont caradéristiques de ces modeles.

5.2.2. Description des différents types de diffusion confinée

Diffusionlibre al'intérieur d'une sphére.

L’EISF correspondant a une particule diffusant librement dans une sphere de rayon a,
a éé cdculé par Volino et Dianoux(1980. Il est égal a:

%(@):%g 515

ouj1(x) est lafonction de Bessl sphérique de premiere espéced' ordre 1. Cette expresson est
égale al pou Q=0 et égale a0 pou Q=4/a. Ladéaoissancedel' EISFavecQ donre accéau
rayon ce la sphére.

La partie quasi-élastique peut étre déaite, en premiére gproximation, pr une
lorentzienne "moyenne", dort la demi-largeur & mi-hauteur (Q) a un comportement
caadéristique, schématisé sur lafigure 5.2.T(Q) aune valeur finie quand Q - 0, qu dépend
du coefficient de diffusion D de la particule dans la sphére de mnfinement : I'(Q) = 4.33D/&.

A partir de Q=17a, I'(Q) commence & coitre, pour finalement tendre vers une loi en DQ%

00—~ i

r {(mev)
5
T
1

L “palLaw b

1 | |
[4] 100
(Qa)?

Fig 5. 2 Variation ¢k la demi-largeur a mi-haueur (Q) darsle casd une diffusion al’interieur
d’une sphére derayon a[Volino & Dianow 198( .
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Ce modéle de diffusion libre dans une chaine a éé utili s avec succés pour déaire les
mouvements des protons des chaines akyles dans des mésopheses colonreires (Carpentier
1989 . C' est pourqua nous pensons que cemodele est pertinent pour déaire les mouvements

des hydrogenes appartenant aux chaines latérales des addes aminés.

Diffusion pa sauts entre différents stes

Les atomes d' hydrogéne peuvent ausseffeduer des mouvements de sauts entre deux
ou trois stes hien définis, leurs déplacanents s effeduant alors aur une sphere. Le
comportement avec Q de la largeur '(Q) donre une signature de cetype de mouvement :
I(Q) est indépendant de Q. Par exemple, les atomes d' hydrogene des groupements méthyles
effeduent des sauts de 120° autour d un axe d' ordre 3. Dans ce c&, la dépendance de)

est donréepar larelation:
AQ)= %[1+ 2j,(QaV3) (5.16

ou jo(X)=sin(x)/x, et a et le rayon ducercle qui contient les trois stes de réorientation. Ao(Q)

présente dors un minimum marqué en Q=2.6a

On vait sur ces deux exemples, qu a un type de mouvement correspond untype de
comportement de Ao(Q) et de IN'(Q). On devrait dorc en principe, a partir de I' analyse de
Ao(Q) et de I'(Q), étre caable de fare la distinction entre diff érents types de mouvements
internes. Ced est vrai dans les cas smples, et seulement si e domaine en Q exploré est
suffisamment grand : en effet, les diff érentes fonctions Ag(Q) ne diff érent sensiblement d' une
gausgenne que s Q =2/a, ou a représente la dimension caradéristique du vdume de
confinement. Dans une protéine, le probléme est encore compliqué par le fait que les atomes
peuvent adopter une grande variété de mouvements. Les grandeurs mesurées Aq(Q) et M'(Q)
sont une "moyenne" sur ces diff érents mouvements, et leur analyse devient trés complexe.
Toutefois, il est utile de dhercher a déaire les comportements observés pou Ag(Q) et I'(Q)
par un modéle donré, méme si ce modéle ne refléte pas complétement la rédité, car on peut
ains faire une mmparaison entre la dynamique d' une protéine native & de la méme protéine

non retive.
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5.2.3. Description du facteur de structure dynamique incohérent en

présence d'especes non globulaires.

La description donme a paragraphe 3.1 pou le fadeur de structure dynamique
incohérent a é¢é introduite pour des objets globuaires compads, pou lesquels il est aisé de
séparer les mouvementsd'  ensemble (tranglation et rotation) de la particule, et ses mouvements
internes. Il adéa é&é montré (Perez 1999 que cdte description donre des résultats tout a fait
satisfaisants dans le ca d' une protéine native. Il faut par contre modifier notre gproche si la

protéine est dénaturée

Une protéine complétement dépliée comme nous |'avons déja largement discuté dans
le chapitre lll, peut étre traitée & terme de théorie des polymeres, auss bien pou sa structure
gue pou la modédisation e sa dynamique. Dans la littérature (pour une revue, voir le
chapitre 9 de "Polymers and Neutron Scattering”, Higgins et Benait, 1994, ladiffusion quasi-
élastique des neutrons dans une solution de polymeéres est habituell ement traitée & terme de

fonction ce diffusionintermédiaire S(Q,t), quel' onmet souslaforme:

S(Q,1)=S(Q0)exp(-T(Q)t) (5.17)

ol I(Q) peut s éaire T(Q)=DQ L' expresson du coefficient de diffusion D dépend du
domaine en Q exploré. Quand Q - 0, D correspondau mouvement de diffusion des centres de
masse, ¢ estrdire aixx mouvements d ensemble de poymeres. Dans le domaine en Q,
VR<Q<l/a, ou Ry et a représentent respedivement le rayon de giration et la longueur
statistique de la dchaine, D augmente avec Q suivant une loi qui dépend dumodéle utili sé.
Pour des palymeres en solution, le modéle adéquat est cdui de Zimm, pou lequel DU Q. Les
mouvements observés dans cedte région en Q correspondent aux changements de
conformation dusquelette, que I' on peut auss voir comme desluctuations de position des
éléments datistiques. Quand Q devient supérieur a 1/a, les mouvements que I’ on explore sont
les fluctuations locales qui se produisent al' édelled unmonaomere. Il n' existe plus dans cette
région en Q de modéle anaytique ; seules des discussons qualitatives (Akcasu 1980)
suggérent que D devient a nouveau constant quand Q varie, sa valeur dépendant de la valeur
de I' dément dtatistique a (Figure 5.3). Il faut bien var qu en fait les trois types de
mouvements cités ci-desaus % superposent et que le wefficient D défini par D=I"(Q)/Q?

représente en fait 1a"résultante” de ces trois mouvements.

-187-



ChapitreV Dynamique d’ une protéine dénaturée

04
Good Solvent
(o)) 5
T~
]
NN
[01]
%).01 =
P R
S -
0001 1Tt 1 111 1 11 a1l
000t 0.0t [oX ] 1 10
Qa

Fig 5. 3 Variation ce D en fonction de Qa, en bonsolvant, pou deux polymeres de poids moléaulaire
différents. (Akasu 1980

Le domaine en Q que nouws explorons dans nos expériences de diffusion quaesi-
élastique incohérente des neutrons correspond justement a cedomaine Q>1/a. Toutefois la
description pécélente (équation 5.17% n' est pas trés stisfaisante si I' on veut accéler aux
seules fluctuations locales des chaines latérales des addes aminés de |a protéine dépli ée Pour
y accder, il faut faire I' hypothése qu il est possble de démuper les trois types de

mouvements et que lafonction de diffusion peut se mettre souslaforme::

Siitt inc( Q@) = [A) Q)3 (@) + 1~ A Q))L2(Q.w)| 0 Legm(Qw) 0 LesQuw) — (5.18

Le premier terme représente les mouvements internes. Legm(Q,w) et Le(Q,w) sont deux
lorentziennes associées respedivement aux mouvements du centre de masse (c.d.m.) et des
ééments gatistiques. Le mouvement de diffusion des é éments datistiques est plus rapide que
cdui du c.dm., et cda se traduit par un coefficient de diffusion Des>>Dggm. Le produt de
convdution des lorentziennes Lgm(Q,w) et Le(Q,w) est une lorentzienne L1(Q,w), avec une

demi-largeur 1(Q)=(Des+Deam) Q%
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On vait donc que, moyennant I' hypathése précélente d' absence de mupage aentre les
diff érents mouvements, on retrouve une expresson analogue a cée qui prévaut pou les
protéines natives. Toutefois, la lorentzienne L1(Q,w) N' est plus nécessairement "étroite” et sa
largeur peut ne plus étre tres inférieure a cée de lalorentzienne L,(Q,w), comme ¢ est le ca&
pou les protéines natives. L' gjustement des donrées slivant une expresson dutype (5.18
n' est alorsposshleques I' on dsposed' une excdlente statistique.

En résumé, I' éude de la dynamique de la protéine mmpléetement dénaturé par
diffusion guesi-éastique nécesste |' utilisation d un spedrométre ahaut flux. De plus, une
analyse simple des donrées requiert de faire une hypothése "lourde" (équation 5.18, qu est
cdle du ceooudage des différents mouvements mis en jeu dans la chaine dépliée Ced
expligue gue nous N’ ayons pas mené une telle éude au cours de cetravail. Nous avons chois
de nous concentrer sur les modificaions de la dynamique quand la protéine commence a ce
déplier. La température la plus élevée dteinte au cours de cetravail (71°C) est voisine du
point de demi-transition. On a vu dans le capitre précélent que, dans ces condtions, la
protéine et a parts égales dans une mnformation retive d& dans une @nformation
intermédiaire, et que ' état completementéplié n' est pas peuplé. Si I' on admet que dans |’ état
intermédiaire, il subsiste suffisamment d' interadions entre résidus pou que les mouvements
du squelette soient contraints, le fadeur de structure dynamique incohérent Syt inc(Q,w) peut

se mettre sous laforme ;

Siff mc(Q w)=f\y* I-1 Qw |_AO Q)é w)+(1 AON (Q) 7w)J+ (5.19
L (Qw)o A} Qo)+ i- A QL@ )]

Les indices N et | se réferent aux états natif et intermédiaire respedivement.
Contrairement au cas de la protéine complétement dépliée L'l(Q,w) est une lorentzienne
"étroite" correspondant, comme pou la protéine native, au mouvement de diffusion

d ensemble.

Il est bien évident que la qualité des donrées n' est pas suffisante pou guster les
signaux mesurésal' aidedel' expressondesaus. Maisil est possble de les guster al' iale de

I' expresson (5.14). Tous les parameétres obtenus au cours de |I' gjustement (coefficient de
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diffusion apparent, déplaceanent quadratique moyen, pseudo-EISF, temps de rréation

moyen) représentent alors une moyenne sur les deux popuations en présence

5.3RESULTATS

La figure (5.4) montre deux exemples d’ gustement des Pedres de diffusion ke la
NCS al’équation. 5.14, pouune méme vaeur de Q mais a deux températures diff érentes. La
lorentzienne ‘ étroite’ représente les mouvements d’ ensemble de la protéine dans la solution, la

lorentzienne ‘large’ déait |es mouvements diff usifs internes.

l{OX‘O‘ F
3.0x10*F
20x10*F

1.0x104

PR === baicas
300 350 400 300 350 400

Fig 5. 4 : Courbes de diffusion dela NCScorrigées de la contribution dwe au solvant, a 20.8C (a
gauwche) et 61.8°C (& droite), pou une \aleur de Q = 1.48A .

5.3.1. Diffusion Brownienne

A partir de I' analyse de la lorentzienne LQ,w), nots avons estimé le mefficient de
diffusion D,,, de la protéine en solution. Pour chaque valeur de latempérature, la demi-largeur
ami-hauteur 1(Q) de cete lorentzienne présente une dépendance linéare en Q* (Figure 5.5),
cequi est en acord avecle modee de diffusion présenté dans la sedion 3.1.2.La pente de la

droite est le mefficient de diffusion apparent D,
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Fig 5. 5 Variation cela demi-largeur & mi-hauteur ;(Q) en Q?

Nous obtenors les valeurs siivantes: a T=20.8C , Dgyp= (13.54+ 0.710" cm?s (8.97
+ 0.4meV A%); 4 T=61.8C , Dy (26.21+1.3) 10’ cm?/s (17.36+ 0.2 meV A?); a
T=66.3C , Dgyp=(38.8+1.9) 107 cm?/s (25.7+ 0.4meV A?); et A T=71°C , Dg,=(32.16t
1.6) 10" cm?/s (21.3+ 0.7meV A2) Lafigure 5.4 regroupe ces diff érentes valeurs.
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Fig 5. 6 Variation des coefficients de diffusion appaients en fonction ce la température.
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La figure 5.6 montre une évolution croissante de Dy jusqu a la température de
66.3C, et une diminution krusque ensuite, qu correspond au moment ou la protéine
commence ase déplier. Pour tenter de cmprendre ce omportement de Dg,p, NOWs avons
d' une part estimé un coefficientde diffusion apparent a partir des mesures de rayon dce
giration faites par rayons X, et d' autre part mesuré par diffusion ce lalumiere le wefficient de
diffusion e trandation.

Nous commengons par détaill er la fagon dort nous avons estimeé la valeur de Dy &
partir des valeurs de Ry. En présence de plusieurs espéces, le mefficient "moyen” de diffusion
de trandation peut se mettre sous la forme D=2f,D;, ou f; est la fradion de popuation ce
I' espécei. Ced provient du fait qu' une somme de fonctionS{Q,t) avec Si(Q,t)=exp(-DiQ%)
peut étre gpproximativement représentée par la fonction exp(-(ZfiD;)Q%) dans la limite Q
tendant vers zé&ro. Le mefficient de diffusion ce trandation e |I' especei est donré par la

relation d Einstein :D; = kgT /67mRy; . Nous avons ainsi cdculé un coefficient "moyen” de

diffusion ce trandlation a partir del' expresson:

_ _ kgT fn fi )

Dscaic(T) = fuDy+ fiD, + fpDp = 67'”7(T)( R + Rl + R )

Nous avons utilisé les valeurs des fradions fy, f| et fp obtenues dans I' @alyse par
SVD. Per alill eurs, nows avons considéré que pou la protéine native R,/Ry=1.3, qie pou la
protéine cmplétement dépliee R./Ry =0.8 (Oono, 1983, et que pour la protéine dans I' état
intermeédiaire, le mefficient de propationrelité entre Ry et Ry est intermédiaire entre 0.8 et
1.3.Nous avons également pris pou les rayons de giration Ry, Ry €t Ryp les valeurs trouvees
par SVD. Finalement, uncoefficient de diffusion d ensemble B cac (translation et rotation) a
pu étre obtenu par la relation : Dappcac=1.2%Ds,cac, € comparé aux résultats de diffusion
quasi-élastique de neutrons (Figure 5.7). Il est trés clair que I' estimation edesus a nécessté
un grand nanbre d' approximations. En particulier, larelation entre le wefficient de diffsion
total et le mefficient de diffusion de translation Dg,p=1.27%Ds ' est certainement plus tout a
fait exade pour une protéine dépliée De plus, les effets de ancentration ort été négligé, on
sait toutefois qu' ils ont faibles (Pérez 1999. Cependantcette estimation permet de vérifier si
le oefficient de diffusion D4y, Obtenu a partir de la largeur de la lorentzienne "étroite” a le

bon adre de grandeur. Lafigure 5.7 montre qu' il en est bien ainsi.
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Fig 5. 7 Variation en fonction ce la température des coefficients de diffusion calculés : (1) avecle
coeff. 0.8; (2) avecle wefficient 1.3; et expérimentaux : exraits des mesures de neutrons et de
diffusion cela lumiére.

Dans un ceuxiéme temps, nows avons mesuré le wefficient de diffusion de trandation,
Dy, par diffusion ce la lumiére, entre 25°C et 82°C, dans des condtions expé&imentales
équivalentes a cdles déaites dans le dhapitre Il. La NCS était concentrée admg/ml, dans un
tampon phasphate H,0 apH 7. Pour pouvar confronter les résultats avec ceix del’ expérience
de temps de vol, faite dans D,0, nots avons normali sé les valeurs des coefficients de diffusion
par le rappat entre la viscosité en D,0 et cdle en H,0, aux différentes températures. La
encore, les effets de oncentration ort éé mnsidérés comme négligeables. Les coefficients
Dy, corrigés par le fadeur 1.27,sont montrés sur lafigure 5.7.1ls ont en bonacword avecles
valeurs de Dy, obtenues par diffusion quesi-é astique de neutrons.

A partir de ces résultats, on peut penser que nous avons procédé de fagon correde pour
séparer les mouvements internes des mouvements d' ensemble, et que jusqu a la température
de demi-transition, les mouvements lents dominants nt ceux de self-diffusion dans le

solvant (trandation et rotation d ensemble).

Le fait que le oefficient Dy extrait des mesures de neutrons it en acord avecles
résultats de diffusion ce la lumiere, et avec le wefficient de diffusion cdculé apartir des
rayons de giration, nos permet également de anclure sur le probléme d' une éentuelle
formation d agrégats au cours des expériences de neutrons. On peut en effet se poser la
guestion si la mncentration en protéine devée ainsi que la longue durée des expériences, ne

sont pas favorables a la formation d agrégats. Les valeurs trouvées pou B, entrainent a
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penser que si des agrégats existent, ils ont en faible propation. On peut, de toutes fagns
suppcer que ces agrégats, méme s ils affedent |&yement les mouvements d' ensemble,
n' entrainent pas de dangements notables dans la dynamique interne, que nous alons

maintenant déaire.

5.3.2. Le pseudo-EISF

La variation en fonction e Q du pmseudo-EISF Ag(Q) est représentéesur lafigure 5.8,
pou les quatre températures étudiées. On olserve que la déaoissance de Ay(Q) avec Q est
d autant plus marquée que la température augmente, ce qui suggére un changement avec la
température de la dynamique interne de la protéine.

Pour analyser de fagn quantitative ce tangement de dynamique interne, il est
maintenant nécessaire d' avoir recours a une modélisation. En premier lieu, il faut prendre en
compte le fait que les mouvements internes d' une protéine s éalent sur une grande plage de
temps, et que cetains de ces mouvements ot hors de la "fenétre” de I' appareil. Nous ne
détedons pas, au cours de notre expérience, les atomes d' hydrogene qui sont seulement
soumis a des mouvements plus rapides que quel ques picosecndes (mouvements vibrationnels
par exemple), et ceux qui ont des mouvements diffusifs plus lents que la résolution
instrumentale. La présence de ces hydrogenes dits "immobiles' produt une ntribution
constante dans le pseudo-EISF Ag(Q). Si p représente leur fradion, on ut mettre Ao(Q) sous

laforme:
A(Q)=p+(1- p)A(Q) (520
ou A{)(Q) représente le pseudo-EISF des hydrogénes non"immobiles'. C' est cette quantité

gue nows alons chercher & analyser par I' un oul' autre des modéles présentés dans la sedion
3.2.
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Fig 5. 8 Variation du geudo-EISF en fonction ce Q au cours de la dénaturation.

Diffusion confinée dans un sphere.

Afin de prendre en compte |’hétérogénéité des mouvements des protons dans la
protéine, nows avons introdut dans le modéle de Volino et Dianowx, déait précaemment,
une distribution f(a) de la longueur caradéristique a (rayon e la sphére), au lieu de prendre
une vaeur unique. La distribution, f(a), des rayons a des gheres, a éé prise de forme
gaussenne, f(a)=c * (2r)*° exp(-(a-c)%/20?), ol c est le cantre de la distribution et o I’ ecat
type. La valeur moyenne du rayon a est égale ao(2/m)°°. Le pseudoEISF Ao(Q) est gjusté
en uilisant les expressons 5.15 et 5.20, et la distribution ci-desaus. Les paramétres de

I' gjustement sont op et lapropation p de protons "immobiles'. Onimpose a cd' étre pasitif.

La figure 5.9 montre le résultat des gjustements de Ay(Q), et la distribution f(a) des
rayons pou les diverses températures.

On remarque que la valeur ¢ du centre des distributions tend toujours vers zéro, ce qui
indique qu une partie non régligesble des mouvements qui sont détedés ont une petite
amplitude. Toutefois, les distributions f(a) présentent toujours une largeur suffisamment
grande (0=1.9), s onla compare par exemple aix distances caradéristiques des mouvements
des hydrogenes appartenant a des chaines ali phatiques. Rappelons que Carpentier et a. ort
trouvé par exemple dans le tétrapamitate aiivreux que, lorsqu on progrese le long de la
chaine diphatique @ que I' on s éoigne du coaur de la moléaule, le rayon ce la sphére de
diffusion des hydrogenes augmente linéarement, adoptant par exemple une vaeur I' ordre de
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2A pou le troisieme cabone. On peut dorc dfirmer que de tels mouvements ont bien prisen

compte dans les distributions que nous avons déterminé.

f(a)

0.24

ALQ)

T
0.8

QA%

T T T
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B

Fig 5. 9 A. Ajustement du pseudo-EISF dela NCSen fonction ce la température, avecle modele de
diffusion confinéedans une sphere. B. Distribution gatssgenne des rayons des phéres de diffusionen

fonction ¢k la température.

La figure 5.10 montre la variation des parametres o et p isaus des gustements, en

fonction ce latempérature.

Les deux paramétres o et p présentent une diminution de 30% entre 20.8C et 61.8TC,

guand la protéine reste de conformation globuaire. 1ls montrent ensuite une déaoissance

brutale, quand la protéine commence ase déplier.
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Fig 5. 10 Variation des paramétres g et p en fonction ce la température, darsle as de la dffusion
dans une sphere.

Nous tentons ici une premiere explicaion e ce omportement. Une discusson dus
approfonde sera exposée dans la sedion suivante. A température anbiante, la @ntribution
dominante aix mouvements internes peut ére dtribuée aix chaines latérales exposées au
solvant, qu sont libres dans leurs mouvements, et susceptibles d' explorer un grand espace
Quand ons' approche de latransition de dénaturation (T=62.8C), des hydrogenes appartenant
a des chaines latérales enfouies dans la matrice protéique se mettent en mouvement. Ced
entraine une diminution de la propation p d hydrogéne "immobiles'. La diminution
simultanée du rayon moyen a de la sphere peut se comprendre si I' on considere que ces
hydrogenes enfouis ne peuvent pas explorer un espace aiss grand e les hydrogénes
EXPOSES.

Ce phénomeéne se renforce encore quand la protéine ommence ase déplier. La forte
diminution ce p, jusgu a la valeur de 0.09, peut étre interprétée par le fait que la presque

totalit & des hydrogenes ient devenus mobil es alatempérature de demi-transition.

Sauts entre trois sites

La diffusion sur trois stes déait les mouvements de réorientation des hydrogenes
entre trois positions stuées aur un cercle de rayon a. Comme précé&emment, nous avons
introdut une fonction ce distribution gaussenne f(a) pour lerayona. Lafigure 5.11montre le
résultat des ajustements du pseudo-EISF Ag(Q) aux équations 5.16et 5.20, et les distributions

f(a) asciées, pou chagque température dudiée
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Fig 5. 11 Ajustement du pseudo-EISF de la NCSen fonction de la température, avecle modéle de
diffusionsur trois stes. B. Distribution gawssenne des rayon ks cercles de diffusion en fonction cela
température.

La qualité des gjustements n' est pas diff érente de cdle obtenue dans le ca du modele

de diffusion dans une sphére. On olserve auss que les centres ¢ des diff érentes distributions

tendent vers zéro.

Sur lafigure 5.12, nog présentons la variation en fonction de la température des deux

parameétres o et p isus des g ustements.
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Fig 5. 12 Variation ces parametres g et p en fonction ce la température, darsle asdela dffusionsur
trois stes

Comparaison des deux modeles

D' un pant de vue qualitatif, le comportement en température des et p dans le ca du
modele de sauts entre trois stes est analogue a céui obtenu avecle modéle de diffusion dans
une sphere, si I' onmet apart lalégere remontéede a66.3 T. Par contre, les valeurs de o et
p sont systématiquement plus faibles dans le ca du modéle de sauts aur trois stes. Ced n' est
pas trés surprenant en ce qui concerne g, puisque le rayon a n' a pas la méme signification

dans les deux modéles.

En fait, aucun des deux modéles de diffusion re donrent une description exade des
mouvements présents dans la protéine. Il est méme éident que le modéle de diffusion sur
trois gtes ne représente que les réorientations des hydrogenes des méthyles, et dornc qu une
petite partie des mouvements mis en jeu, en particulier a haute température, quand ons'  attend
a ceque les chaines latérales des addes aminés & mettent toutes en mouvement. Il serait plus
raisonreble de chercher a gpliquer une combinaison des deux modéles, si I’on veut déaire
de fagon dus compléete la dynamique interne. Toutefois, |’absence d'informations aur la
maniére de pondérer la combinaison des deux modéles, ainsi que la statistique insuffisante des
donrées expérimentales, nous interdit de faire cetype de démarche.

Finalement, le point important a dégager de cdte analyse est que les deux principaux
modeles, qu déaivent chaaun ure partie des mouvements de la protéine, condusent au méme
type de variation en température des parameétres caradéristiques de ces mouvements. En
résumé, l'intérét des expériences de diffusion quasi-élastique des neutrons réside, non pa

dars la détermination exacte des paramétres caractéristiques des mouvements mis en jeu,
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mais dars la détermination ce leur éwlution en fonction de la température au cours de la

transition ce dénaturation.

5.3.3 Largeur quasi-élastique
La demi-largeur a mi-hauteur »(Q) est représentée en fonction de Q sur la figure 5.13, pou
les diff érentes températures. On olserve que M2(Q) a une valeur moyenne de I' ordre de 0.25

meV, et semble peu varier avecQ et aveclatempérature.

0.55—- ' ' ' ' ' B
0.50—- —-
0.45—- _-
0.40—- _-
0.35—-
0.30—-

0.25

f—o-mH—H>—
L

Q) (mev)

0.20 B
0.15 B

0.10 B

0.05 — 1
0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0

QA%

Fig 5.13 Variation dcela demi-largeur & mi-haueur de la lorentzienne représentant les mouvements
internes, en fonction ¢k la température.

Toutefois, les erreurs expérimentales sur cette grandeur sont malheureusement trop grandes
pou pouvar discuter corredement de son comportement. Nous avons vu que, dans le calre

du modéle de diffusion confinée al' intérieur d' une sphér€,(Q) devrait présenter une
augmentation avec Q dans la région des grandes valeurs de Q. Un tel comportement n' est pas
clairement observé. Ced peut avoir deux causes. La premiere est latrop grande incertitude sur

les valeurs obtenues pou Mx(Q). Lasemnde est liée ai fait que, pou les plus grandes valeurs

de Q, lalargeur I';(Q) de lalorentzienne "large” L»(Q,w) N' est pas beaucoup gdsigrande que
lalargeur I 1(Q) de lalorentzienne "étroite” L1(Q,w) : le rappart entre les deux largeurs est de

2 a 4 suivant la température. Il s ensuit que I' gustement a I' expresson 5.14, qu doit
théoriquement découper les deux types de mouvements, ne se fait peut-étre pas parfaitement.
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5.3.4. Facteur de Debye-Waller

A partir de larelation (5.14), nows avons cdculé le fadeur de Debye Waller, qu nous
donre des informations sur la dynamique vibrationelle pure de la protéine. La figure 5.14
représente, pou chague température éudiée le logarithme de la somme des amplitudes des
lorentziennes L, et Lo[] L1, en fonction ce Q°. D' aprés|' équation 5.14 cette quantité est égale

a-<u®>Q?3, & ondtion, comme nows I' avons déjamentionré, de négliger la @ntribution au

i}

signal due aladiffusion cohérente.

Ln A(Q)ror

e o

E
:
.

Fig 5. 14 Déermination dufacteur de Debye-Waller de la néocarzinostatine en fonction cela
température.

2.0 25 3.0 35 4.0

Q*(A?)

Les donrées montrent une dépendance linédre en fonction de Q?, ce qui lais®
suppaser que |’ approximation edesaus est valable. La pente des droites nous permet d' obtenir

<u®>/3. Les valeurs obtenues pou <u®> varient entre 0.12 +0.03 A & la température de

20.8C, jusqu' 20.22+ 0.03A alatempérature de demi-transition 71C.

La figure 5.15 done la variation de <u*>> avec la température. On observe un

changement brusque de lavaleur de <u*> 466.3<C.
Comme nous discuterons dans la prochaine sedion, cette variation peut étre due aun

changement du pdentiel harmonique de la protéine quand elle se mmmence ase dénaturer
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Fig 5. 15 Variation du dplacement quad-atique moyen de vibration<uz> aucours dela
dénaturation ¢k la néocarzinaostatine.

5.4 DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Les résultats que nous avons obtenus indiquent des changements trés nets de la
dynamique interne de la protéine dans le domaine de la dizaine de picosemndes, lorsque sa
conformation commence a se modifier sous I'effet d'une augmentation de température.
Tous les paramétres qui déaivent cette dynamique, tels que I’amplitude des mouvements de
diffusion, lafradion de protons "immohiles’, oul' amplitude moyenne de vibration, présenten
un changement brusque quand la température dépasse 65°C. Ce thangement est observé quel
gue soit le type de modéle utilisé dans I’analyse des donrées, qu il s agise du modéle de
diffusion unforme dans une sphere, ou du modéle de sauts sur trois stes. Nous alons
maintenant reprendre dans la discusson les résultats déaits dans chaaun des paragraphes

précélents.

Diffusion Brownienne

Le premier point & discuter est la largeur de la lorentzienne éroite qui déait les
mouvements de diffusion globale de la protéine. Comme nows |I' avons déait dans le
paragraphe 5.3.1, les valeurs de la demi-largeur & mi-hauteur '1(Q) de cete lorentzienne
(Figure 5.3) sont en général plus petites que la demi-largeur a mi-hauteur de la résolution

expérimentale utilisée pendant |'expérience (0.048 meV). En d autres termes, le temps
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caaaeéristique des mouvements de diffusion krownienne varie, en fonction ce lavaleur de Q,
entre 60 et 20 B, alatempérature de 20°C, et entre 26 et 7 ps a T=66.8T, tandis que le temps
de aorrélation correspondant alarésolution est de 14 s, et donc en général plusfaible.

A premiére vue cerésultat parait surprenant, pusqu il est communément admis que,
pour une résolution expérimentale donréeg seuls ont détedables les mouvements plus rapides
que larésolution, et que les mouvements plus lents donrent seulement une @ntribution au pic
élastique @ ne peuvent pas étre analysés. En fait, ced est vrai uniquement dars les cas ou il
exste un gc dastique, et ou les mouvements que I'on cherche a andyser donrent une
contribution quasi-élastique qui se superpose au fc dastique. Si cette @ntribution est de
largeur inférieure a cHe du pc dastique, ele devient imposshle a déteder. Mais cette
situation r est pas la nétre. Dans le ca& desolutions de protéines, il n'y a pas a proprement
parler de pic dastique, car il Ny a pas des mouvements globaux confinés de la protéine. Les
spedres présentent alors un pc centré en w=0, qu n’est pas un pc dastique puisgu’il est plus
large de la résolution. La demi-largeur I 1(Q) corresponda ce élargissement par rappat ala
résolution. On comprend alors aisément quel' on pusse mesurer des demiargeurs I'1(Q) plus

faibles que la demi-largeur de larésolution expérimentale.

Diffusioninterne

L' analyse que nous avons merg nows a ondut en particulier & I' obtention du
parametre p, d&fini comme la propation d hydrogénes "immobiles’. Pour mieux comprendre
la significaiion des valeurs de ceparamétre, nows avons déterming, a partir du fichier PDB,
comment les hydrogénes nonédangés < distribuent sur la protéine.

LaNCSall3addes aminés, pou untotal de 1510atomes, partagés entre 778 atomes
deC, N, O, et 732atomes d’ hydrogene gopartenant soit aux chaines latérales it au squel ette.
Parmi ces 732 atomes d' hydrogéne, seulement 172 sont échangeables; ce sont ceux liés a un
atome d' azote ou d oxygene. Pour la protéine complétement dénaturée on peut considérer un
édhange a100% de ces hydrogenes échangeables. Par contre, dans la protéine compade, de
type natif, certains protons échangeebles ont enfouis dans la structure @ ne peuvent pas étre
échangés. Nous suppasons que 90 % seulement des hydrogenes écdhangeables ot
effedivement échangés, ce qui est asez général dans toutes les protéines. De plus, nows
faisons I’ hypothése qu' ils ont uniformément distribués aur la protéine. Finalement, le nombre
d' hydrogenes non échangés dans la NCS native, qu sont al’origine du signal incohérent que

Nous mesurons, est approximativement de 577, dom la répartition est la suivante : 24 % des
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hydrogenes non échangés ont distribués aur le squelette de la protéine, environ 39 %
appartiennent aux chaines latérales des résidus impliqués dans des feuill ets 3, et les 37 %
restants ont distribués aur les chaines latérales des résidus stués dans des régions non
structurées de la protéine. Pour faire ce ckcul, nows avons utili sé les donrées de la PDB, qui
font état de 7 feuill ets B principaux constituant le "tonreau”, et de trois autres feuill ets stués
en dehors de ceui-ci. Il est bien évident que ce ckcul est approximatif et que les pourcentages
obtenus Dont des ordres de grandeur, pusque ladétermination cel' extension des feuill etf, en
particulier ceux qui ne sont pas dans le tonreau, présente une cetaine anbiguité.

Pour la protéine native alatempérature de 20.8C, I' analyse de nos résultats a anduit
aune propation (1-p) d hydrogenes "mobiles’ del' ordre de 33 % pou le modele de diffusion
dans une sphere, et de ' ordre de 42 % pou le modéle de sauts sur trois stes. Nousanmes
tres tentés de rapprocher ces valeurs de cdle (37 %) cdculée pou le nombre d' hydrogénes
non échangés appartenant aux chaines latérales des résidus des régions non structurées. Nous
formulons dors|' hypothese que seules les chaines latérales deseides aminés qui constituent
les boucles et qui sont les plus exposées au solvant adoptent des mouvements de type diffusif
détedables al’ édhell e de la picoseconde. Les hydrogénes qui appartiennent au squel ette, ainsi
gue ceix des chaines latérales impliquées dans les feuill ets B sont plus contraints, et leur
dynamique n’est pasvisible a céte ételle.

A latempérature de 60.8 T, alaguelle la protéine est encore native, nows obtenors,
guel que soit le modéle utilisé, ure propation d hydrogenes "mobilg sensiblement plus
grande qu a température anbiante. Par contre, I' amplitude moyenne du dplacement des
atomes d' hydrogene est plus faible 260.8 T qu a20.8 TC. Ced suggerequ a60.8 T, cetains
protons appartenant soit au squelette, soit aux chaines latérales des résidus des feuill ets 3, se
sont mis en mouvements, a |I' écele de la picoseconde. Toutefois, pusque la protéine a
conservé sa structure, ces protons explorent des domaines gatiaux peu étendus, et leurs
mouvements ont beaucoup pus restreints que caix des hydrogene des chaines latérales
exposees au solvant. Ced a pou conséguence qu en moyenne sur tous les hydrogéene,
I' amplitude de déplacement est plus faible.

A la température de demi-transition, pesque tous les hydrogenes smblent étre
"mobiles’, avec une amplitude moyenne de mouvement encore plus faible que cele observée
a température anbiante. Ce comportement pourait ére dd au fait que, a cdte température,

tous les protons ont une dynamique détedable al' édhelle de la picosemnde, mais que cetains
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mouvements, en particulier ceux du sgquelette d ceux des résidus impliqués dans des

structures résiduell es, sont encore restreints.

Les interprétations ci-desaus, en particulier cdles qui concernent le comportement de
la protéine avant la transition de dénaturation, sont corrobarées par les résultats des
expériences de RMN du °C effeduées par I' équipe de J. Mispelter et E. Adjadj. Deux séries
d expériences ont éé mndutes : I' une en abondance naturdle, a 35 °C, et pou une
concentration en protéine de 80 a 100 mg/ml (J. Mispelter et al., 1995 ; I' autre avec
enrichisement isotopique, a température anbiante & a 50 °C, pou une @ncentration en
protéine dix fois plus faible (E. Adjadj, communicaion pivée. Dans les deux cas, les
résonances de 79 C* et de 11 CP des thréonines ont éé analysées. Les deux séries
d' expériences condusent a des résultats globalement cohérents, que I' on peut schématiser de
lafagon suivante :

- A température anbiante ou proche de I' ambiantele squelette de la NCS est rigide.
La dynamique des C* est caadérisée par des mouvements rapides, corresponcant a des
librations de faible amplitude, avec des temps caadéristiques inférieurs a quelques
picosecndes. Seuls les C" des résidus N et C terminaux sont plus mohiles, et leurs
mouvements font intervenir une composante plus lente, dans le domaine de la ceitaine de
picosemnce. Il en est de méme pour 8 des 11 CP dort les résonances ont été aalysées. Ced
indique que les liaisons CP-H ont des mouvements en général moins restreints que les liaisons
C%-H.

- Si I' on compare maintenant les mouvements des € appartenant aux feuillets B a
ceux des C” appartenant aux boucles, on constate que les premiers ont globalement plus
contraints et moins mobiles que les smnds. Les groupements méthyles des CP suivent le
méme type de mportement : leurs mouvements ont plus lents dans les poches
hydrophotles, situées al' intérieur du "tonreau’B, que dans les chaines latérales exposées au
solvant.

- Les expériences effeduées a 50°C sont encore en cours d' analyse, ras certains
résultats peuvent d' ores et déja @re éoncés : plusieurs € deviennent mobiles quand on
augmente la température, indiquant une flexibilité accue du squelette. De plus, les résidus

appartenant au "tonneau” 3 sont moins contraints qu atempétare anbiante.
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En résumé, I' image dynamique de la NCS a température ambiante, que I' on peut
obtenir a partir des résultats de neutrons asociés a caix de RMN, est cdle d' une structure
rigide, ou les suls mouvements détedables a |I' édhelle de la picosecoe sont des
mouvements de type diffusif des chaines latérales des résidus appartenant aux boucles, qu
sont les plus exposées au solvant. Le squelette de la NCS est peu flexible, avec seulement des
mouvements de faible anplitude de type vibrationngl, et les 7 brins du "tonreau” [3 sont dans
I' ensemble rigides et contraints. L' augmentation ce la température apou effet de mettre en
mouvement un cetain nanbre d atomes d' hydrogene, soit du squelette, soit des chaines
latérales des résidus appartenant aux feuillets (. Leurs déplacements ont toutefois plus
restreints que pour les chaines latérales exposées, tout au moins tant que la température reste

inférieure a cde du pant de demi-transition.

Debye Waller

La variation en fonction ce la température de |' mplitude quadratiqgue moyenne de
vibration <u®>, déduite du faceur de Debye-Waller, est caradtériséepar un changement brutal
alatempérature de 66°C. Avant de discuter des valeurs adoptées par cette quantité, ainsi que
de son comportement a la transition de dénaturation, il est nécessaire de prédser sa
significaion. Dans notre analyse, <u®> prend en compte tous les mouvements d' énergie
supérieure al meV (qui, tout au moins dans la proténe native, sont des mouvements de type
vibrationrels) produisant une diminution en exp(-Q*<u®>/3) du fadeur de structure
dynamique incohérent dans la région quesi-élastique, Syeinc(Q,w). Il faut immédiatement
souligner que, dans la plupart des travaux de diffusion quesi-éastique des neutrons sur des
protéines natives que I' on peut trouver dans la littérature (Doster, 1989, Réa 1997, 1998,
Andreani, 1999, <u®>> a ure significaion dfférente : il prend en compte ala fois les
mouvements vibrationnels et les mouvements de type diffusif, et il est obtenu a partir d' un
fadeur de Debye-Waller qui représente la diminution de Sy einc(Q,w=0). Dans notre analyse,
nows Eparons les mouvements de vibration et les mouvements diffusifs, ce qui nous permet
d' obtenir un <t purement vibrationrel. On peut rémncili er notre Wi, avec le Ui
des travaux ci-desaus, en olservant qu a basstempérature, en-desous de la transition
dynamique, <u*>a présente une aigmentation linéare avec la température, caradéristique
d un comportement harmonique. Notre <p,i,, dat étre omparable avec I' extrapaation
linddre du <u®>iqa mMesuré A& basse température. Une telle extrapolation, jusgu a la
température anbiante, conddt & une valeur de ' ordre de 0.12 A pou la myoglobine (Doster
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1989, 0.10A% pou la SOD (Andreani, 1995, et 0.15A? pour la badériorhodopsine (Ferrand,
1993. Ces valeurs ont trés proches de céle (0.12A%) obtenue dans le présent travail pou la
NCS & 20.8<C. On pourait bien sir objeder que les trois études citées ci-desaus concernent
des poudes hydratées, aors que nous avons travaill € en solution. Une telle objedion est a
rejeter, pusque Pérez et a. ort constaté que la vaeur de <U®i, ne dépend pas du taux
d' hydratation, depuislapoudejusgu alasolution.

Discutons maintenant du comportement en température de <u*> dans la NCS. Les
valeurs mesurées & 20.8C et 61.8<C sornt respedivement de 0.12:0.01A? et de 0.15+0.02A%.
La valeur a 61.8C peut dornc encore @re compatible avzec un comportement harmonique,
linédre en température. Pour les deux températures supérieures, 66.8T et 71°C, les valeurs
de <U®> sont respedivement de 0.21+0.03 A? et de 0.22t0.03 A% En I' absence d' autres
mesures a des températures encore plus élevéss, il est difficile de donrer une explication
unique pou le mmportement de <U>>. On peut tout d' abord imaginer que <> dans la
protéine dénaturée aopte encore un comportement harmonique, mais que, en raison e la
déstructuration cke la protéine, les potentiels de liaison sont plus "mous’ que dans la protéine
native. En d autres termes, les constantes de force sont plus faibles, ce qui comuit a des
valeurs de <u®> plus grandes. La deuxiéme explicaion quel' on peut évoquer est la suivante :
ceatains mouvements, de type vibrationrel dans la protéine native, et correspondant a des
énergies proches de la vaeur limite 1meV de naotre zone de fit, deviennent anharmoniques
guand la protéine se déplie. Ces mouvements devenus non \ibrationrels, et ne relevant plus
de procesaus harmoniques, peuvent alors intervenir dans la région en énergie E > 1 meV, et
contribuer ainsi au fadeur Debye-Waller exp(-Q°<u”>/3) que nows utilisons pour extraire
<u®>. || est trés probable que les deux procesaus ci-desaus (constantes de force plus faibles et
anharmonicité de cetains mouvements) sont conjointement responsables du comportement

observé pour <u®>.

La NCSet les autres protéines

Le méme type d' analyse du fadeur de structure dynamique incohérent a éé conduit
sur d' autreprotéines natives en solution, lamyoglobine d le lysozyme. Les résultats sont tout
a fait cohérents avec ceix obtenus ici sur la NCS. Les valeurs obtenues pou les diff érents
paramétres introduits dans I' analysea, M»(Q) et <u®> sont du méme ordre de grandeur pour

les trois protéines. Il est difficile de faire une comparaison pédse en ce qui concerne les
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valeurs de MNy(Q), pusque, comme nous I' avons dga mentionrg, la détermination dd »(Q)
dans le ca& de la NCS est imprédse en raison ¢k la statistique insuffisante des donrées. Par
contre, les valeurs du rayon moyen a de la sphere de diffusion peuvent étre mmparées. Pérez

et a. rappatent que a=4.4 et 4.15 pou le lysozyme @ la myoglobine respedivement. Nous
trouvors une valeur légérement inférieure pou laNCS : a =3.05. Ces diff érences pouraient
étre un indice de la diminution e flexibilité quand on @ss du lysozyme (protéine adeux
domaines mohiles I' un par rappat a l' autre) a la myoglobine (protéine aun seul domaine
constituéeuniquement d' hélicest), pusalaNCS (protéine possdant un "tonneau” 3 rigide).

En ce qui concerne le changement de dynamique lors de la dénaturation, la seule
protéine alaquelle on pusse mmparer la NCS est la phosphaglycérate kinase (PGK), qu a
été dudiée sur le méme gparell de diffusion e neutrons, dans I' éat natif et dans I' état
compléetement dénaturé par 1.5 M de dlorure de guanidinium. Qualitativement, les résultats
sont analogues : on olserve dans la PGK une auigmentation du nanbred' hydrogenes subissant
des mouvements de type diffusif. Malheureusement, nows ne pouvors pas faire une
comparaison guantitative, ced pour deux raisons : la premiére est que la dynamique dans la
NCS n' a éé édudiée que jusgu au pant de dedransition, alors qu elle a & dudiée
seulement pour |I' état complétment dénaturé dans le ca de la PGK. La seconde raison est que
I' analyse des donrées obtenues pou la PGK est incompléte, et ne comporte pas de

déomnvdution entre mouvements browniensd' ensemble & mouvements internes.

Il est clair que cdte dude de la dynamique de la NCS par diffusion quasi-élastique
incohérente des neutrons nécesste de nombreuses extensions. La premiere @ncerne la
dynamique dans |I' état complétement dénaturé, qu n' a pas encore éé @ordée Comme nous
I' avons mentionné dans la setbn 5.2.3)a mmplexité du traitement dans cet état nécesste des
donrées d' excdlente qualité, et par conséquent impase que les expériences Dient rédisées a
I' ILL. Il faut également prédser la nature de |’ augmentation ce flexibilit € de la NCS quand on
augmente la température dans la région précéant la transition de dénaturation (20°C < T <
60°C). Trois types d' expériences doivent étre dfeduées (cetaines nt en cours): neutrons,
RMN et simulation de dynamique moléaulaire. C' est la mnfrontation degrois analyses qui
permettra de déterminer les régions de la protéine ou les contraintes « relachent, et la
géométrie des mouvements mis en jeu, ainsi que leurs temps de relaxation caradéristiques.
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ChapitreV Dynamique d’ une protéine dénaturée

Enfin, ure dude analogue est prévue sur le mutant de la NCS dans lequel on a supprimé le

port disulfure 37-47, afin de mmprendrel' influencede ceport sur laflexibilit é de la protéine.
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